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Jenis penelitian yang dilakukan adalah penelitian deskriptif. Data yang 
diperoleh berupa sekuen DNA daerah ITS direkonstruksi menjadi pohon 
filogenetika untuk melihat hubungan tumbuhan Magnoliopsida dan Liliopsida. 
Hasil rekonstruksi hubungan kekerabatan Magnoliopsida dan Liliopsida dijadikan 
sebagai acuan untuk desain primer. Pohon filogenetika dan hasil pengujian primer 
Magnoliopsida dan Liliopsida dianalisis dan dideskripsikan berdasarkan literatur 
yang relevan. 
3.2.Subjek Penelitian 
Subjek dalam penelitian ini yaitu spesies tumbuhan yang termasuk kedalam 
kelas Magnoliopsida dan Liliopsida. Sampel yang digunakan adalah seratus nama 
spesies dari total perwakilan tumbuhan Magnoliopsida dan Liliopsida. 
3.3.Waktu dan Lokasi Penelitian 
Penelitian dilaksanakan pada bulan Januari hingga Mei 2021. Penelitian ini 
dilakukan di Jl. Pojok Utara, Gg. Karya Muda II, No.197, Kelurahan Setiamanah, 
Kecamatan Cimahi Tengah, Kota Cimahi, yang merupakan tempat tinggal 
mahasiswa. 
3.4.Prosedur Penelitian 
3.4.1. Tahap Persiapan 
Pada tahap ini dilakukan persiapan aplikasi yang akan digunakan untuk analisis 
filogenetika dan desain primer. Aplikasi yang dipersiapkan yaitu ClustalX 1.83, 
Phylogenetic Analysis Using Parsimony (PAUP) 4.0, TreeView 1.6.6, BioEdit 
7.2.5, dan FastPCR 6.7.18. Dilakukan juga koleksi nama tumbuhan serta sekuen 
daerah ITS yang akan digunakan. Nama spesies tumbuhan diperoleh dari pangkalan 
data The Plant List dan sekuen DNA daerah ITS diperoleh dari pangkalan data 
National Center of Biotechnology Information (NCBI). 
1. Koleksi Data Tumbuhan 
Tumbuhan yang digunakan terdiri dari spesies yang termasuk dalam kelas 
Magnoliopsida dan Liliopsida. Spesies tumbuhan yang dipilih merupakan 
perwakilan dari beberapa famili pada Divisi Magnoliophyta. Spesies tumbuhan 
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dipilih secara acak dari The Plant List (http://www.theplantlist.org/) disesuaikan 
dengan ketersediaan data sekuen daerah ITS pada pangkalan data NCBI. Pemilihan 
outgroup ditentukan berdasarkan sister group dari kelompok tumbuhan 
Magnoliophyta. Data tumbuhan yang telah dikumpulkan selanjutnya disusun dalam 
Tabel 3.1.  
Tabel 3.1 
Format Penyusunan Koleksi Data Tumbuhan Magnoliopsida dan Liliopsida 
No Kelas Famili Spesies 
1 
Magnoliopsida 
Schisandraceae Illicium verum 




4 Laurus nobilis 
5 Cinnamomum verum 
6 Moraceae Ficus carica 
7 Chenopodiaceae Beta vulgaris 
8 Portulacaceae Portulaca oleracea 




11 Cucumis melo 
12 Cucumis sativus 
13 Passifloraceae Passiflora edulis 
14 Caricaceae Carica papaya 
15 
Brassicaceae 
Brassica oleracea var. capitata 




18 Pyrus communis 
19 Vitaceae Vitis vinifera 




22 Citrus sinensis 








27 Vigna unguiculata 
28 Cajanus cajan 
29 Oxalidaceae Averroha carambola 
30 Juglandaceae Juglans regia 
31 Myrtaceae Syzygium aromaticum 
32 Lythraceae Punica granatum 
33 Grossulariaceae Ribes uva-crispa 
34 Rubiaceae Coffea arabica 
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36 Capsicum annuum 
37 Solanum melongena 




40 Mentha piperita 
41 Salvia officinalis 




44 Cichorium endivia 




47 Levisticum officinale 









52 Phoenix paludosa 
53 Cocos nucifera 
54 Pandanaceae Pandanus tectorius 
55 Acoraceae Acorus tatarinowii 
56 Limnocharitaceae Limnocharis flava 
57 Alismataceae Alisma plantago-aquatica 
58 Hydrocharitaceae Hydrilla verticillata 




61 Oryza sativa 
62 Avena sativa 
63 Zea mays 
64 Pennisetum purpureum 
65 Commelinaceae Commelina benghalensis 
66 Hanguanaceae Hanguana malayana 




69 Strelitzia reginae 
70 Heliconiaceae Heliconia rostrata 




73 Alpinia zerumbet 
74 Curcuma longa 
75 Curcuma xanthorrhiza 
76 Etlingera elatior 
77 Cannaceae Canna indica 
78 Liliaceae Asparagus officinalis 
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No Kelas Famili Spesies 
79 Hemerocallis fulva 




82 Pancratium maritimum 
83 Sternbergia colchiciflora 
84 Allium cepa 
85 Allium fistulosum 












92 Agave sisalana 
93 Agave amica 
94 Smilacaceae Smilax sp. 
95 Ponterediaceae Eichhornia crassipes 
96 Aloaceae Aloe vera 




99 Dendrobium findlayanum 
100 Anoectochilus roxburghii 
101 Divisi Pinophyta 
(Outgroup) 
Agavaceae Agathis alba 
102 Cupressaceae Cupressus lusitanica 
 
2. Koleksi Sekuen DNA Daerah ITS 
Data sekuen DNA daerah ITS tanaman Magnoliopsida dan Liliopsida diperoleh 
dari pangkalan data GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov) dengan rincian spesies yang 
sama seperti yang sudah dikoleksi pada Tabel 3.1. Sekuen DNA daerah ITS yang 
diperoleh dari GenBank disusun pada aplikasi Notepad sesuai dengan format 
FASTA. Accession number setiap sekuen DNA yang digunakan terdapat pada 
Tabel 3.2. Accession number dapat digunakan untuk mengakses informasi 
mengenai spesies dan sekuen DNA yang digunakan melalui NCBI.  
Tabel 3.2 








1 Illicium verum AF163724.1 51 Mauritia flexuosa  AJ242145.1 
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2 Piper nigrum MG208084.1 52 Phoenix paludosa MH244020.1 
3 Persea americana KX509877.1 53 Cocos nucifera  HQ265515.1 
4 Laurus nobilis MT113320.1 54 Pandanus tectorius EU816709.1 
5 Cinnamomum verum KX766399.1 55 Acorus tatarinowii AF209785.1 
6 Ficus carica EU091637.1 56 Limnocharis flava  JF780986.1 




8 Portulaca oleracea KM051437.1 58 Hydrilla verticillata MK819406.1 
9 Camellia sinensis AF315492.1 59 Cyperus rotundus KY968873.1 
10 Citrullus lanatus KC922442.1 60 Triticum aestivum AF440676.1 
11 Cucumis melo EU312158.1 61 Oryza sativa AF169230.1 
12 Cucumis sativus LC435072.1 62 Avena sativa AY520821.1 
13 Passiflora edulis AF454803.1 63 Zea mays AF019817.1 











16 Raphanus sativus AY746461.1 66 Hanguana malayana KF933719.1 
17 Malus domestica MH633854.1 67 Typha angustifolia KF265388.1 




19 Vitis vinifera KF544886.1 69 Strelitzia reginae FJ626403.1 
20 Litchi chinensis EU720400.1 70 Heliconia rostrata KY215092.1 
21 Citrus limon JQ990175.1 71 Musa acuminata HQ331326.1 
22 Citrus sinensis JQ990165.1 72 Zingiber officinale KC582867.1 
23 Citrus tangerina JQ990181.1 73 Alpinia zerumbet KX018020.1 
24 Mangifera indica KF664199.1 74 Curcuma longa KF304506.1 




26 Cicer arietinum AY594660.1 76 Etlingera elatior AF414465.1 
27 Vigna unguiculata AY748428.1 77 Canna indica FJ939505.1 
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28 Cajanus cajan KX057842.1 78 Asparagus officinalis HM357931.1 
29 Averrhoa carambola EU436863.1 79 Hemerocallis fulva MH711290.1 




EF026622.1 81 Galanthus nivalis KU739400.1 








34 Coffea arabica DQ153609.1 84 Allium cepa FJ664287.1 
35 Solanum tuberosum AY875827.1 85 Allium fistulosum FJ664288.1 
36 Capsicum annuum JQ885438.1 86 Allium sativum EU626375.1 
37 Solanum melongena EU176120.1 87 Dioscorea alata KJ956698.1 




EU796893.1 89 Iris tectorum MH711021.1 
40 Mentha piperita JQ230966.1 90 Crocus sativus DQ094185.2 
41 Salvia officinalis DQ667225.1 91 Agave angustifolia MT083821.1 
42 Olea europaea KY780582.1 92 Agave sisalana MH768060.1 
43 Lactuca sativa KT249802.1 93 Agave amica MN900503.1 
44 Cichorium endivia AF118916.1 94 Smilax sp. KC511523.1 
45 Cynara cardunculus JX867643.1 95 Eichhornia crassipes MH050286.1 
46 Apium graveolens MT108800.1 96 Aloe vera AF234345.1 
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3.4.2. Tahap Penelitian 
1. Sequence Alignment 
Sequence alignment atau penjajaran sekuen adalah cara mengatur urutan protein 
atau DNA untuk mengidentifikasi daerah yang sama atau berbeda pada urutan basa 
nitrogen yang merupakan konsekuensi dari hubungan evolusioner antara sekuen 
dari beberapa spesies yang berkerabat (Wiltgen, 2019). Penjajaran sekuen DNA 
daerah ITS dari dokumen dengan format FASTA (txt) yang telah disusun dilakukan 
dengan menggunakan program ClustalX (Thompson, dkk., 1997). Output yang 
diperoleh dari proses ini yaitu hasil penjajaran dengan format dokumen CLUSTAL 
dan NEXUS.  
2. Trimming Sekuen DNA dan Rekonstruksi Pohon Filogenetika 
Proses trimming atau pemangkasan sekuen DNA dilakukan menggunakan 
program PAUP (Swofford, 1998), dengan cara mencari urutan basa nitrogen yang 
informatif, atau disesuaikan dengan kebutuhan penelitian. Pada penelitian ini 
digunakan penanda DNA daerah ITS dengan panjang basa kurang lebih 700 pasang 
basa. Setelah itu dilakukan rekonstruksi pohon filogenetika Magnoliopsida dan 
Liliopsida menggunakan aplikasi yang sama.  
3. Visualisasi Pohon Filogenetika 
Visualisasi pohon filogenetika bertujuan untuk melihat hasil rekonstruksi 
kekerabatan spesies tumbuhan dari program PAUP. Visualisasi pohon filogenetika 
dari pengolahan data pada PAUP dapat dilihat menggunakan program TreeView 
(Page, 1996). 
4. Penyusunan Kode Batang DNA 
Kode batang DNA dapat disusun jika kelompok kelas Magnoliopsida 
membentuk satu clade, begitu juga dengan kelompok kelas Liliopsida. Kumpulan 
sekuen DNA yang telah disejajarkan pada kelas yang sama kemudian diproses 
menggunakan BioEdit untuk memperoleh konsensus DNA (Hall, 1999), sehingga 
diperoleh dua konsensus DNA yaitu konsensus Magnoliopsida dan konsensus 
Liliopsida.  
Dari hasil konsensus DNA selanjutnya dilakukan perancangan primer spesifik 
menggunakan program FastPCR (Kalendar, dkk., 2017). Perancangan primer 
dilakukan untuk memperoleh kandidat primer yang dapat digunakan dalam 
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amplifikasi DNA konsensus kelas Magnoliopsida dan Liliopsida dengan metode 
Polymerase Chain Reaction (PCR) secara in silico (Hidayat, dkk., 2020). 
Perancangan primer ini akan menghasilkan beberapa kandidat pasangan primer 
maupun primer tunggal (forward atau reverse) yang akan diuji coba kemampuan 
amplifikasinya pada setiap sekuen DNA daerah ITS semua sampel tumbuhan.  
3.5.Analisis Data  
Analisis data dilakukan dengan melihat hasil visualisasi pohon filogenetika. 
Dari pohon filogenetika yang terbentuk dapat diketahui pola kekerabatan kelas 
Magnoliopsida dan Liliopsida berdasarkan penanda ITS yang digunakan serta 
bagaimana efektivitas penanda DNA daerah ITS dalam memisahkan dua kelas 
tumbuhan tersebut. Pemilihan kode batang DNA yang baik diseleksi dari 
kemampuan amplifikasi berbagai primer dari konsensus DNA daerah ITS 
Magnoliopsida dan Liliopsida terhadap semua sampel tumbuhan. Proses analisis 
data dilengkapi dengan melakukan berbagai perbandingan dari artikel penelitian 
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3.6.Alur Penelitian 
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